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   The present study was carried  out to establish the best method of preparing human testicular 
tissue for flow cytometric DNA analysis including dispersal, fixation and staining. Human testicular 
tissue could be dispersed to single cells by incubating in 0.05% collagenase solution at  37°C for 60 min-
utes. Krishan's method which stains nuclear DNA directly without ethanol fixation and digestion 
in ribonuclease was not suitable for testicular cells. 
   After ethanol fixation, testicular cells were treated with ribonuclease and pepsin, then stained with 
propidium iodide. Nuclear DNA in cells was measured by flow cytometry and a good DNA histogram 
was obtained. Ribonuclease influenced the DNA histogram little, but pepsin markedly improved it 
by digesting cell debris and decreasing cell aggregation. 
   Analysis of the DNA histogram revealedthe proportion of haploid, diploid and tetraploid cells 
accurately and quickly. Flow cytometric DNA analysis could be a useful method of evaluating cell 
kinetics in spermatogenesis. 












睾丸 内に お い て も精 細 胞 は,成 熟 す る段 階 でFig。2
の ご と く,核DNA量 がdiploid(2C),tetraplo量d
(4C),haploid(IC)と変 化 す るの でfl。wcytomet-
ryを 用 い てDNA量 分布 を測 定 す る こ とは,精 細 胞
の成 熟 度 の解 明 とな り,精 子 形 成 能 の指 標 とな り うる
と思わ れ る.睾 丸 組 織 内 のDNA量 分 布 を 正 確 に 測
定 す る上 で,Vinde1φvエ)が異 な った 組 織 に 対 して,
それ ぞ れ 適 した 試料 作 成 法 を確 立 す る必 要 が あ る と述
べ て い る よ うに,睾 丸 組 織 試 料 作 成 法 の 確 立 は非 常 に
重 要 で あ る.今 日ま で,組 織 内DNA量 分 布 を 測 定
















































実 験 方 法
実 験材 料 と して,未 治療 の 前立 腺 癌 患 者 の 治療 の 目
的 で 除 睾 した 睾丸 組 織 を用 い た.こ の材 料 を用 い て,
fl。wcytometry用の 試料 作 成 法 に 関 す る基 礎 的 検 討
を,細 胞 遊 離 法,ribonuclease(RNase)処理 お よび
pepsin処理 効 果 に つ い て,cellaggregationの減 少,
celldebrisの減 少,DNAヒ ス トグ ラ ム に お け る
haploidcel1のpeakのcoe缶cientofvariation
(以下CV値 と略 す)を 最 小 にす る こ とを 目的 と して
お こな った.な お 睾丸 組 織 は病 理 組 織 学 上,正 常 で あ
る こ とを確 認 した.
1.細 胞 遊 離 法
睾 丸 組 織 を 鋭 利 な 鋏 を 用 い て,室 温 でminceし,
minceした 組 織30mgを,O.Ol%,0.05%,0.1%,
O.2%coliagenase(Sigma,Type1-A)inDul-
becco'sPBS中に て,37℃ で ス タ ー ラ ーを用 い て撹
絆 処理 した.処 理 時 間 は そ れ ぞ れ のcollagenasc濃
度 別 に,30分間,60分 間,120分間 で お こな った.処
理 後,nylonmesh(線 維 間 間 隙48μ)に よ り濾過
し,獲 得 細 胞 数 を 改 良 型 ノイ パ イ エ ル ン算 定板 で計 測
した。 同時 に,細 胞 浮 遊 液 の 塗 沫標 本 を作 成,お よび
nylonmesh上の残 渣 物 をBouin液 で 固 定,HE染
色 して細 胞 の 遊 離 状 態 を検 討 した.
2.RNase処 理 お よびpepsin処理 の効 果
睾 丸 組織30mgをO.05%collagenaseで,37℃
60分間 処 理 して 得 られ た遊 離 細 胞 を,70%エ タ ノール
で4℃ に て24時間 固 定 した.固 定 細 胞 を2009で5
分間 遠 沈 後,上 清 をす て,PBSで 洗 浄 した.洗 浄 し
た細 胞 に0.1%RNase(Sigma,Type皿 一A)三n
PBSを 加 え37℃ で30分間incubateした.RNase
無 処 理 群 と して,固 定 遊 離 細 胞 をPBSの み に て
37℃30分 間incubateした.つ い でpepsin処理 効
果 の検 討 を お こな うた めRNase処 理 群 お よび 無 処 理
群 の細 胞 を 遠 沈 し,上 清 を す て た 後,HCIを 加 えて
pH2に 調整 した0.5%pepsin(Sigma,1:2500)
を 加 え て37℃15分 間incubateした.Pepsin無処
理 群 と して,pH2のHC1を 加 え て37℃15分 間
incubateした.
以 上 のRNase処 理 群,無 処 理 群 お よびpepsin処
理 群,無 処 理 群 の 細 胞 にpropidiumiodidc(以下
PIと略 す)溶 液(o.05mglmlinPBS)4mlを加 え
DNAを 螢 光 染 色 した後,線 維 間 間 隙32μ のnylon
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FAcs皿)を 用 い て 測定 し ヒス トグ ラ ムを 得 た(Fig.
3),同時 に螢 光 染 色 され た 各 群 の細 胞 を 落 射 型 螢光 顕
微鏡 に て 観察 し,細 胞 の遊 離 状態 と螢 光 染 色 状 態 の検
討 を お こな った,
3.Krishan6)の方法 に よ る螢 光 染 色
エ タ ノール に よる 固定 を お こな わ な い螢 光 染 色 法 と
してKrishanの方 法 に よる 染色 を お こな った.睾 丸
組 織 を0.05%collagenaseで37℃60分間処 理 して
得 られ た 遊 離 細 胞 をPBSで 洗 浄 後,固 定 を お こなわ
ず2009で5分 間 遠 沈 し,PI溶 液(O.05mg/mlin
O.1%sodiumcitrate)Vこて 染 色 し,flowcytometry
でDNAヒ ス トグ ラ ムを 得 た.
以 上 それ ぞ れ の 測 定 法に っ い て,DNAヒ ス トグ ラ
ムを得 る上 で標 準 サ ンプ ル とし て ヒ ト末 梢 血 中 リ ンパ
球 を用 い て2CのDNA量 が60channelにな る よ
うFACS皿 を 調 整 し,ま たspermのDNA量 決
定 の た め の サ ンプル と して ヒ ト精 液 中 のspermを70



























































































あ る と考 え られ た.
2.RNase処 理 お よびpepsin処理 効果 の検 討
結 果 はFig.5(A-D)に 示 した.各 群 と も共通 し
てDNAヒ ス トグ ラ ム上,30,60,120channel付近
にpeakが 認 め られ,2CのDNA量 を60channel
に 設 定 した こ とに よ り,そ れ ぞれ のpeakは1C,2C,
4Cの 細 胞 を示 す と考 え られ た,
RNaseとpepsinともに 無 処 理 群(A)で は,150
channel以上 す な わ ちDNA量5C以 上 にcell
aggregationによ る と考 え られ る大 きなDNA量 を
も った物 質 が多 数 認 め られ,ま た20channel以下 に
もcelldebrisと考 え られ るICよ り小 さいDNA
量 を もつ物 質 が多 数 認 め られ た.1CのpeakのCV
値 をVindelφvl)の方 法 に した が って計 算 す る と9.2
±1.7%(n=5)と他 の群 に 比 べ て大 き くな って お り,
1C,2C,4Cの細胞 比 率 の解 析 は 困難 と思 わ れ る.螢
光 顕 微 鏡 的観 察(Fig.6)にお い て もcellaggrcga-
tionおよびcelldebrisが多数 認 め られ た.
RNaseのみ 処 理 群(B)で は,cellaggregation,
celldebrisの減 少 は 認め られ ず,CV値 に お い て も
8。6±1.7%(n=5)と無 処 理 群 と有 意 な 差 は認 め られ
なか った.螢 光顕 微 鏡的 に も変 化 は 認 め られ な か った.
Pepsinのみ 処 理 群(C)で は,cellaggregation・
celldebrisが著 明に 減 少 し,CV値 も5.6±1.2%(n
=5)とpepsin無 処 理 群 と比 較 して 有 意 に減 少 して
いた(P〈o.05).螢光 顕 微 鏡 的観 察(Fig.7)で も
celldebrisは消化 され,細 胞 は 裸 核 とな り単 離iし,
核 の 膨 化 が 認 め られ た.し か しspermは,headの
膨 化 は 認め られ ず,大 き さは 不 変 で あ った.
RNaseとpcpsinともに 処理 した群(D)で は,
CV値 が5.1±0。6%(n=5)と も っ と も小 さ くヒス
トグ ラムは4つ の 群 の 中 で 最 良 で あ った.こ の よ う
に,pepsin処理 に よ りヒス トグラ ムは 著 明 に 改 善 し,
RNase処 理 の ヒス トグ ラ ムへ の特 微 的 な影 響 は 認 め
られ な か った.
3.Krishanの方 法
結 果 はFig.8に 示 した,Cellaggregationは認
め られ な い が,ce11debrisが多 数 認 め られ,CV値
も8.7±2.1%(n=5)と 大 き くな って い た.測 定 時
間 は,細 胞遊 離 を含 め て も2時 間 以 内 と短 い利 点はあ
るが,各peakの 境 界 が 不 明 瞭 で各DNA量 の細 胞



























Flowcytometryが開 発 され る ま で は,組 織 内
DNA量 分 布 の 測 定 には,Feulgcn染 色 に よる 吸光
顕 微 測 光 法(microspcctrophotometry)が用 い られ
て きた.し か し,こ の方 法 は技 術 を 要 す る うえ に,測
定 で き る細 胞 の 数 が 限 られ て お り,統 計 処 理 を お こな
うに 充 分 な 数 の 細 胞 を 測定 す るに は,多 大 の 労力 が 必
要 であ った.Flowcytometryの開 発 に よ り,こ れ ら
の欠 点 が 解 消 さ叡,短 時 間 に 多 量 の細 胞(100個以上!
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sec)の核DNA量 が測定できるようになった.こ の
ようにflowcytometryは,細胞増殖動態 の研究
においては有力な手段であるが,原 理上,完 全 に細
胞が遊離されてなくて,2個 あるいは 数個の細胞が




試料作成法が 非常に重要となって くる.睾 丸組織内
DNA量 分布を測定するための試料作成法は,細胞遊










され,精 細管内の細胞は,細 胞間の結合が,他 の実質


























量 分布 解 析 に は 不 適 当 と考 え られ る.原 因 と し て この
方 法 は,hypotonicsolutionで細 胞膜 を破 壊 し染 色
物 質 と核DNAの 結 合 を容 易 にす る もの で あ るが,
睾 丸組 織 細 胞 は 一般 培 養細 胞 に 比 べ て 浸透 圧 に 対 し て
抵 抗性 が あ り,細 胞膜 が充 分 に 破壊 され て い ない の で
は な いか と考 え られ る.
固 定 を お こ な う場 合 の 固定 物 質 の 条 件 と しては,細
胞 の 自己 融解 を お こ さず,細 胞 内物 質 を保 存 し,ま た
螢 光 物 質 と核DNAの 結 合 を防 げ な い こ とが あげ ら
わ る.わ れわ れ は70%エタ ノー ルを 用 い た が,上 記 条
件 をす べ て満 た してい る と思わ れ る.濃 度 的に も100
%エ タ ノ ール と比較 し て もcellaggregationを軽 減
で き る との報 告 もあ る5).70%エタ ノール 固 定は 安 定
性 に おい て も,10日間 固 定 で ヒス トグ ラ ムに 著変 は認
め ず,少 な く と も10日間 は 安 定 と思 わ れ る,そ の ほか,
ホ ル マ リン,ア セ トンな どが 固 定に 使 用 され るが,ホ
ル マ リン固 定 は,固 定 され た 細 胞が 染 色 時,エ タ ノー
ル に比 べ て約50%螢 光 が 減 少す る との 報 告 が あ り5),
エ タ ノー ル固 定 の方 が,染 色 に は適 してい る と思わ れ
る.ア セ トン固 定 は,免 疫 螢 光 測 定時 に 用 い られ,
DNA量 測 定 に は一 般 に 用 い られ な い よ うで あ る.
螢光 染色:DNAの 螢 光 染 色 に は,ethidiumbro-
mideあ るいはPIが 用 い ら れ る.PIはethidium
bromideのanalogueであ り,と もにDNAお よ
び2重 鎖RNAと 定 量 的 にintercalateし488nm
の レー ザ ーで 強 い 螢光 を発 す る物 質 で あ る.そ の た め,
これ らの螢 光 物 質 を 用 い てDNA量 を測 定 す る場 合,
2重 鎖RNAを 除 去 す る 目的 でRNaseに よ る前 処
置 が必 要 と され て い る.し か し,睾 丸 組織 細 胞 では,
RNase処 理 に て ヒス トグ ラ ム上CV値 はわ ず か に 減
少 す るが 著 明 な 変 化 は 認 め なか った.こ れ はFricd
ら7)も他 の細 胞 系 で述 べ て い る よ うに,睾 丸 組 織細 胞
内に2重 鎖RNAの 量 が 非 常 に 少 な い こ とを示 す も
の と考 え られ る.
い っぽ う,螢 光 染 色 前 にpepsin処理 を お こな うこ
とに よ り,ヒ ス トグ ラム上CV値 は 小 さ くな り,cell
debris,aggrcgationは減 少 し,著 明 な改 善 が認 め ら
れ た.こ れ は螢 光 顕 微 鏡 的 観 察 で もあ き らか な よ うに,
細 胞 質 が 消 化 され,核 が1個1個 遊 離 しPIとDNA
がintercalateしや す くな った こと と,celldebr量s
が 消 化 され た ため と考 え られ る.こ の よ うに 螢 光 染 色
前 のpepsin処理 は 有 効 と思 われ る.
ヒ ス トグ ラ ムの検 討'RNaseとpepsin両 者 処 理
され たDNAヒ ス トグラ ム(Fig.8D)に お い て,
各peakに 含 まれ る細 胞 を検 討 す る うえ で,螢 光 顕 微
鏡 的 観 察 で はcelldebrisが認 め られ な い に もか か わ
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らず,1/2GのDNA量 で あ る15channe1付近 に
小 さいpeakが 認 め られ た,こ のpeakは ヒ ト精液
中 のspermを 同 様 の処理,染 色 し て得 られ たDNA
ヒス トグ ラム のpeakと 一 致 し てお り,睾 丸 組 織 内 の
spermを示 す もの と考 え られ る.す な わ ち,Ciausen
ら12)も述 べ て い る よ うに,spcrmatidからspermに
成 熟 す るに したが っ て,核 がcondensationされ た
た めPIと 結 合 しに く く,本 来 のDNA量 で あ る1C
よ り小 さ く測 定 され るた め,1Cのpeakよ り左 方 に
あ らわ れ る と 思わ れ る.し か し,こ のspermの
peakは,spermの核 が 小 さい ため,FACS皿 の測 定
可 能 閾 値 付 近 に あ り,機 械 のわ ず か な 調整 の差 に よ り
peakの大 き さが異 な り,睾 丸 内にspermが 存 在 す
るか いな か の 確認 は 可 能 で あ るが,spermの 占め る
細 胞 比 率 を正 確 に 測 定 す る ことは 困 難 で あ る と考 え ら
れ る・ そ の結 果,30channel付近 のICのpeakに
はspermは 含 まれ ず,spermatidを示 す と考 え ら




cel1が含 まれ て い る.ヒ ス トグラ ム上 の各peakの
面積 を計 算 す る こ とに よ り,こ れ らの細 胞 比 率 の測 定
が 可 能 で あ る.こ の よ う にflowcytometryを用 い
る こ とに よ り,短 時間 に,正 確 にhaploid,diploid,
tetraploidの割 合 を知 る こ とが 可 能 で あ り,睾 丸 内細
胞 回転 お よび 精細 胞 の成 熟 度 の解 析 に 役 立 ち,今 後,
精子 形 成 能 の指標 とな り うる と考 え られ る。
結 語
ヒ ト睾メL組織 内DNA量 分 布 をflowcytometry
を用 い て測 定 す る ため の 試 料 作成 法 の検 討 を お こ ない,
以下 の結果 を得 た.
1,ヒ ト睾 丸 組 織 は,0.05%collagcnase中で
37℃60分 間 処 理 に て,遊 離細 胞 に す る こ とが 可 能 で
あ った.
2.遊 離細 胞 の固 定 を お こなわ な いで処 理 す る
Krishanの方 法 は,ヒ ト睾丸 組 織 の試 料作 成 法 と し
ては 不 適 当 で あ った,
3.遊 離 細 胞 を70%エ タ ノー ル 固 定 後,RNasc,
pepsin処理 し,PIで 螢 光 染 色,flowcytometryを
用 い てDNA量 を測 定 す る こ とに よ り,良 好 な ヒス
トグ ラ ムが 得 られ た 。
4.Pepsin処理 に よ りcellaggregation,cell
debrisは著 明 に 減少 し,ヒ ス トグ ラムが 良 好 とな っ
た が,RNase処 理 は ヒス トグ ラ ムに特 徴 的 変 化 を示
さな か った.
5・DNAヒ ス トグ ラ ムを解 析 す る こ とに よ り,睾
丸 組 織 内 のspermを 除 い たhaploid,diploid,tetra・
ploidの細 胞 比 率 を 短 時 間 に,正 確 に 測 定 で きた.
6.以 上 よ り,ヒ ト睾 丸 組 織 を 適 切 な試 料 作 成 法 を
用 い て 処理 し,flowcytometryでDNA量 分 布 を
測 定 す る こ とは,精 子 形成 能 の 定 量的 評価 と な り うる
可 能性 を示 唆 した.
稿を終え るに あたり,御 懇意 なる御指導,御 校 閲を賜 った
酒徳治三郎教授に深甚な る謝意を表 します.ま た御指導,御
助言をいただきま した山口大学医学部第2病 理 学教室 の高橋
学教授に感謝の意を表 します.
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